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(57) Abstract 

Enzymatic, active oxygen-releasing mixtures may be used as oxidising agents for prepanng chemical compounds and in bleaching^ 
washing cleanmg and d.smfecting agents. According to the invention the mixture contains oxidoreductase with an a//3 -hydrolase fold and 
a TaS'ic tnad consisting of aminoacids senne. histidine and aspartic acid, a peroxide source, and an aqueous soluuon of an organic acid 
or Its salt In order to produce organic peracids. organic acids or their salts in an aqueous solution are convenexl into organic peracids in 
the presence of oxidoreductase with an a //3 -hydrolase fold and a catalytic triad consisting of aminoacids sennc.^histid.ne and aspait.c acid, 
and hydrogen peroxide or peroxide compounds, at a pH value from 3 5 to 6.0 and temperatures from 1 5 to 80 C. 

(57) Zusammenfassung 

Enzvmatischc, aktiven Sauerstoff liefcmde Mischungen kdnnen Anwendung als Oxidationsmittel zur Herstellung chemischer 
Verbmdungen sowie in Blcich-, Wasch-. Reinigungs- und Desinfekuonsm.neln finden. ErhndungsgemaB besteht die Mischung aus 
Oxidoreduktase mit einer a//3-Hydrolase-Faitung und emer katalytischen Tnade aus den Aminosauren Senn, ^^^^^^^^^^ 
einer Peroxidquellc, emer wifingen Ldsung e.ner organischen Siure cxlcr dcren Salz. Die Herstellung organischer Persauren erfolgt 
eLdungsgemaB deiart, daB in Anwesenheit von Oxidoreduktase mit einer a/^-Hydrolase-Faltung und einer katalytischen Tnade aus den 
Aminosau^n Senn, Histidin und Asparaginsaure und Wasscr^toffperoxid cxier Peroxidverbindangen org anise he S^uren oder deren Saize in 
wrenger L6sung be. einem pH-Wen von 3.5 b.s 6,0 und bei Temperamren zwischen 15 und 80 °C zu organischen Persauren umgewandelt 
werden. 
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Enzymatische , aktiven Sauerstoff liGfernde Mxschung sowie 
Herstellung von Persauren 



Beschreibung 

Sauerstoff liefernde Mischung sowie ein Verfahren zur 
enzymatischen Herstellung von Persauren. Enzymat ische , 
aktiven Sauerstoff liefernde Mischungen finden Anwenaung 
bei Oxidat ionsreak t lonen zur Herstellung chemischer 

IC Vcrbmdungen. Derarzige Mischungen sind aber auch als 
oxidative Bleichmi t tel m Waschmi ttelzusammenset zungen 
wirksam. Das erf mdungsgemalie Verfahren ist insbesondere 
bei der Synthese organischer Verbindungen anwendbar, bei 
denen die m situ gebildete Persaure als oxidierender 

15 Reaktionspartner teilnimmt. 

Bekannt ist die chemische Persaurehers tellung, die uber die 
Umsetzung von Saureanhydriden und Saurehalogeniden mit 
Wasserstof f peroxid erfoigr. Technisch lassen sich Persauren 
aus Carbonsauren und Wassers tof f peroxid in Gegenwart von 
20 Mineral sauren herscellen. Die Persauren smd 

auTierordentlich mstabil. 3ei Erhitzen kdnnen derartige 
Verbindungen ohne Vorv;arnung explodieren . 

Auch wenn die hohe Reaktivitat organischer Persauren 
bekannt und fur viele chemische Reaktionen von Vorteil 

25 isti, fanden bislanc im wesentlichen Nazr I'umperborate als 
Bleicnmitrel m Waschmi tteln Anwendung. Aus der US-F5 
5/29-5,161 ist em \'erfahren bekannt, aas ausgehend vcn cer 
enz vaiat ischen Aktivitat von Esterasen - katalytiscn Ester 
zu verseifen - diese Wirkung nutzt, um organische Persauren 

3C m Losung herzustellen und deren sauerstof fbildende 

Aktivitat beispielsweise fur Eleichprczesse zu nutzen. 
Dabei werden m Gegenwart von Esterasen und Lipasen 
Fettsaurees ter definierter StruKtur enzymatisch unter 
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Bildung von Persauren gespalten. Aufgrund der Anwendung vo 
Fett saureestern erfordern derarrige Systeme jedoch 
zusatziiche Emulgatoren, urn das System in Losung bzw. 
Suspension zu halten und dadurch die enzymatische Reaktion 
5 zu ermoglichen . "'nabhangig dessen, dafi bei diesem System 
nach Verbrauch bzw. Reaktion der Reaktionskomponenten 
okologisch schwer abbaubare Produkte entstehen konnen, 
setzt dieses System zunachst eine aufwendige Synthese 
definierter Verbindungen - hier Glyzeridverbindungen - 

10 voraus . Zum anderen entwickeln sich hier langerkettige 
Persauren, deren Reaktivitat gegenilber niederkett igen 
organischen Persauren vermindert ist. Eingeschrankt ist 
auch der Temperaturbereich derartiger enzymatischer 
Systeme, was deren Anwendung als Bleichmittel, 

15 beispielsweise bei Veil- und Kaltwaschmitteln begrenzt . 

Bedingt durch die hohe Reaktivitat niederkettiger 
organischer Persauren, sind solche Verbindungen bevorzugt 
Reaktionspartner in der Synthese organischer Verbindungen. 
Die Anwendung von Persauren war aufgrund der Reaktivitat 

20 bislang aber auf die laborchemische Synthese beschrankt . 
Auch die enzymatische Synthese nach US-PS 5,296,161 erlaub 
nicht die gezielte Herstellung reaktiver, niederkettiger 
organischer Persauren und ist aufgrund der beteiligten, 
spezifischen Reaktionspartner in ihrem Einsat zbereich bei 

25 der Synthese organischer Verbindungen eingeschrankt. 

Aufgabe der Erfindung ist es, in einfacher Weise 
enzymatisch organische Persauren herzustellen und eine 
Mischung als Lieferant aktiven Sauerscoffs fur die 
unterschiedlichsten Anwendungen bereit zus tellen . 

30 Er f indungsgemafi besteht die enzymatische, aktiven 
Sauerstoff iiefernde Mischung aus 

Oxidoreduktase mit einer a/p-Hydrolase-Faltung und 
einer katalyt ischen Triade aus den Aminosauren Serin, 
Histidin und Asparaginsaure 
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einer Peroxidquel le und 

emer organischer. Saure oder derem Salz, 

wobei die Mischung m wassriger Ldsung angewandt wird. 

Bei flussiger Form der Mischungskomponenten wird die 
5 Peroxidquelle getrennt von den anderen Kompcnenten 
aufbewahrt . 

Dadurch, daJi sich das er f indungsgemaI5e Enzym 
gef riertrocknen und bei Rauintemperatur auch Uber langere 
Zeiten aufbewahren lafit, kann das Enzym z,B. m Verbmdung 
0 mit Natriumacetat und Na t riumperbora t m emer 
Fes t 5 tof fmischung angewandt werden . 

Bei Anwendung der erf indungsgemaften Mischung m wassriger 
Losung katalysiert das Enzym die Umwandlung der 
organischen Saure in Persaure unter Beteiligung der 
5 Peroxidquelle. 

Die er f indungsgemaB verwendeten Enzyme konnen aus 
unterschiedlichen Organismen (Pro- und Eukaryonten) 
isoliert werden. Vorzugsweise wird als Enzym bakterielle 
Nicht-Ham-Haioperoxidase, z. 3. Chlorperoxidase oder 
0 Bromperoxidase unt erschiedlicher Herkunf tss tamme fur die 
er f mdungsgemal^e Mischung bzw, das er f mdungsgemaj'^e 
Verf ahren angewandt . 

Als organische Saure werden vorzugsweise Mono- und 
Dicarbonsauren und Hydroxycarbonsauren mit 2 bis ^ C- 

5 Atom.en, wie msbesondere Essigsaure, Propionsaure oder 
Milcnsaure bzw. deren Saize emgesetzt. Als Peroxidquelle 
werden vorzugsweise Wassers to f f peroxid oder 
Wasserstof f peroxid freisetzende Verbmdungen , wie 
Perborate , msbesondere Na tr lumperbora t ^ Per carbonate , 

0 msbesondere Na tr lumpercarbonat , und Persulfate genutzt. 

Die angewandte Enzymmenge ist abhangig vom Vclumen des 
Gesam.tsystems und betragt vorzugsweise pro 0,15 bis 50 unci 
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Wasserstof fperoxid und pro 100 lomol Saure Oder Salz 8 bis 
16 mU Enzym. Wird statt Wasserstof fperoxid eine andere 
Peroxidquelle eingesetzt , beispielsweise Nat riumperborat , 
bezieht sich die einzusetzende Menge auf das daraus 
5 freigesetzte Wasserstof fperoxid. Die Enzyineinheit U 

bezeichnet die Enzymmenge/ die ein umol Substrat pro Minute 
uinsetzt . 

Der pH-Bereich der er f indungsgemafien Mischung wird durch 
die beteiligte organische Saure oder deren Salze im Bereich 
10 3,5 bis 6 gepuffert. Die Anwendungstemperatur der 

erf indungsgemaBen Mischung kann je nach verwendetem Enzym 
zwischen 20 und 80 °C liegen. 

Die er f indungsgemalien Oxidoreduktasen besitzen gleiche 
Strukturmerkmale/ namlich eine a/p-Hydrolase-Fal tung und 

15 eine katalytischen Triade aus den Aminosauren Serin, 
Histidin und Asparaginsaure . Neben diesen Merkmalen 
benotigen die angewandten bakteriellen Nicht-Ham- 
Haloperoxidasen im Gegensatz zu den hamhaltigen 
Haloperoxidasen keine Ham-Gruppe als prosthetische Gruppe 

20 und im Gegensatz zu den eukaryontischen Nicht-Ham- 

Haloperoxidasen auch keine Metallionen oder andere Co- 
Faktoren fUr ihre Aktivitat. 

Uberraschend hat sich gezeigt, daI3 die erf indungsgemalien 
Enzyme durch Hydrolyse eines Serinesters in Verbindung mit 
25 Wasserstof fperoxid Persauren bilden, die dann als 

oxidierendes Agens wirken. Der Serinester entsteht dabei 
durch Reaktion der organischen Saure mit einem Serinrest im 
aktiven Zentrum des Enzyms. 

Die erf indungsgemali verwendeten Oxidoreduktasen sind durch 
30 Klonierung der Gene und Oberexpression leicht in groften 
Mengen darstellbar . 



Die erf indungsgemafle Mischung laflt sich aufgrund ihrer 
oxidativen Wirkung verschiedentlich anwenden, z. B. m der 
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Synthase organischer Vercmdungen, oder generell als 
Oxidarxonsreagenz. Ein derartiges i^Jiwendungsgebiet sir.d 
Bleichmittel, etwa Bleichmittel fur Papier und Textilien, 
insbesondere fur Bieichprozesse im sauren bis neutralen ph- 
5 Bereich. Aufgrund der hohen bioziden Wirksamkeit von 

niederen Percarbonsauren eignet sich die erf indungsgemalie 
Mischung auch als Desmf ektionsmittel zur Desinfektion von 
waftrigen Losungen und Oberflachen oder zur Herstellung von 
Desmfektionsmitteln. Als Zusatz in Wasch-, Bleich-, 
10 Remigungs- und Desinf ektionsmitteln angewendet, reagieren 
die in situ aus der er f indungsgemalien Mischung gebildeten 
Persauren durch Oxidation mit Schmutzstof f en, farbenden 
Komponenten und Mi kroorganismen . 

Erfmdungsgeraali wird das Verfahren zur enzymatischen 
Herstellung organischer Persauren so gefuhrt, dal3 
Oxidoreduktase mit emer a/p-Hydrolase-Faltung und einer 
katalytischen Triade aus den Aminosauren Serin, Histidin 
und Asparaginsaure in Gegenwart von Wasserstof fperoxid, 
einer organischen Saure oder deren Salze bei einem pH-Wert 
von 3,5 bis 6,0 und bei Temperaturen zwischen 15 und 80 °C 
die Bildung der organischen Persaure katalysieren . 
Verwendet man in diesem Prozeft Essigsaure, bildet sich m 
situ als Reaktionsprodukt Peressigsaure, bei Verwendung von 
Propionsaure oder Milchsaure analog Perpropionsaure oaer 
Fermilchsaure . 

Vorzugsweise wird als Enzym bakterielle Nicht-Ham- 
Kaloperoxidase, z. B. Chlorperoxidase oder Bromperoxidase, 
als Peroxidverbmdung Wasserstof fperoxid oder 
Natriumperborat und als crganische Saure Essigsaure oder 
Propionsaure oaer Milchsaure oder deren Salze emgesetzt. 
Der Enzymanteil betragt vorzugsweise pro 0,15 bis 50 umol 
Wasserstof fperoxid und pro ICO umol Saure oder Salz 9 bis 
16 mU Enzyrr.. Wird statt Wassersto f fperoxid Natriumperborat 
emgesetzt, bezieht sich die emzusetzende Menge auf das 
daraus freigesetzte Wassersto f fperoxid . 



20 
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Die nach dem erf indungsgemaften Verfahren hergestellce 
Persaure isr aufierordenc 1 ich reaktiv. Sie oxidiert' 
Verbindungen oder zersetzt sich unter Biidung von aktivem 
Sauerstoff und freier Saure . Der aktive Sauerstoff kann 
5 damit als Reaktionspar tner genutzt werden. Ober derartige 
Oxidationsreaktionen lalit sich auch die in situ gebildete 
Persaure nachweiseri/ beispielsweise durch Oxidation von 
Anilin zu TTi trcbenzci . In Gegenwart von Halogenidionen 
werden diese in situ oxidiert und bei Anwesenheit von fur 

10 die elektrophile Substitution geeigneten Substraten komint 
es zu Halogenierungs-reaktionen . Unabhangig dessen, daft 
sich uber die vorgenannten Oxidationsreaktionen die in situ 
gebildeten Persauren nachweisen lassen, zeigen diese 
Beispiele em vorteiihaf tes Anwendungsgebiet des 

15 er f indungsgemaflen Verfahrens bei der Synthese organischer 
Verbindungen . 

Anhand nachf olgender Ausf uhrungsbeispiele, eines 
beigefugten Sequenzprotokolls mit Aminosauresequenzen 
untersuchter Enzyme sowie der Figuren 1 und 2 soil die 
20 Erfindung naher erlautert werden. Dabei zeigen: 

Fig. 1: dreidimensionaie Struktur des Enzyms 

Bromperoxidase-A2 aus S treptomyces aureofaciens 
ATCC 10762 - Gesamtansicht 

Fig. 2: Ausschnit- aus der dreidimensionalen StruKtur des 
25 Enzyms Bromperoxidase-A2 aus 3 treptomyces 

aureofaciens ATCC 10762 



Enzyme 

Fcigende Enzyme werden verwandt: 

3C - Chlorperoxidase aus Pseudomonia pyrrocinia, 
nachfoigend mit CPO-P bezeichner 



BERICHTIGTES BLATT (REGEL91) 
ISA/EP 
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Bromperoxidase Al aus S treptomyces aurecfaciens ATCr 
1 0762, nachfcigena r.it 5?3-a: bezeichnet 

Bromperoxidase A2 aus S t repnomyces aurecfaciens ATCC 
10762, nachfclgend mit BP0-A2 bezeichnet 

5 - Chlorperoxidase aus S treptomyces aureofaciens TU 24, 
nachfolqend mit CPO-T bezeichnet 

Chlorperoxidase aus Streptomyces lividans, nachfolgend 
mit CPO-L bezeichnet 

Chlorperoxidase aus Pseuaomcnas fluorescens, 
10 nachfolgend r.i- CPC-F bezeichnet 

Chlorperoxidase aus Serratia marcescens, nachfolgend 
mit CPO-S bezeichnet 

Acetylcholinesterase aus Zitteraai, nachfolgend mit 
Ace bezeichnet 

15 Die Herstellung der Enzyme erfcigt im wesentlichen nach 
Zellauf schlui^ und Entfernen der unldslichen 
Zei Ibestandteile durch Zentr i f uga t ion je nach Enzym uber 
Hi t zeschr itt / fallung von Fremdprotemen durch pH- 
Erniedrigung und anschl lefiender Saulenchromatographie an 

20 unterschiedi ichen Medien. 

Das Gen der Bromperoxidase A2 aus Streptomyces aureofaciens 
ATCC 10762 sowie auch die Cberexpression mit anschl leBender 
Remigung ist im J. Gen . Microoicl . 138, S. 1123-1131 ;1992 
beschrieben. Die Rem^gungen cer Brcmpercxidasen BPO-Al unc 
25 BP0-A.2 aus 5. aureofaciens ATCC 10'^62 smd ^n J. Gen. 
Microbio^- 137, 5. 2539-2546 .1992;^ veroffentlicht. 

Die Remigungen der Chlorpercxidasen von Streptomyces 
aureofaciens TO 24 ;C?0-T' unc Pseudomonas pyrrocinia 
fmaen sich im Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368, S. 122 5-1232 
30 (1987) bzw. J. 3iol. Chem. 263, S. 13725-13732 (1988). Die 
Klonierung der Gene, die Uberexpress ion und die neuen, 
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vereinf achten Reinigungsver f ahren sind in J. Bacteriol . 
170, S. 5890-5894 (1988) bzw. Gene 130, S. 131-135 (1993) 
beschrieben . 

Eine Herstellungsvorschrif t fiir das Enzym CPO-L findet sich 
5 in J. of Bacteriology, Vol. 176, S. 2339-2347 (1994). Das 
Enzym CPO-S wird aus dem Wildstamm isoliert (FEMS 
Microbiol. Lett. Vol. 129, S. 255-260 (1995)). Das Enzym 
Ace ist kauflich erwerbbar (Fa. Sigma) . 

Zur Herstellung des Enzyms CPO-F wurde zur Klonierung des 
10 Gens ein synthetisches Oligonukleotid folgender 
Zusammensetzung verwendet: 

TTT TAT AAA GAT TGG GG 
C C G C 

Dieses Oligonukleotid wurde entsprechend der Angaben des 

15 Herstellers mit einem DIG Oligonukleotid 3' - END Labeling 
Kit der Firma Boehringer Mannheim markiert und mit EcoRI- 
verdauter Gesamt-DNA aus Pseudomonas fluorescens 
hybridisiert . DNA im hybridisierenden Bereich wurde 
isoliert und in den Plasmid-Vektor pUClB ligiert und fur' 

20 die Transformation von E, coli TG 1-Zellen verwendet. 
Ampicillin-resistente E. coli-Transf ormanten wurden mit 
Hilfe des Oligonukleotids durch Koloniehybridisierung auf 
Vorhandensein des Chlorperoxidasegens bin untersucht. Der 
erhaitene Klon enthielt ein 9 kb grofies Insert, das mit 

25 BamHI/EcoRI-Verdauung zu einem 3.8 kb groBen Insert 

verkleinert wurde. Dieses Fragment wurde ebenfalls in pUC18 
ligiert und damit E.coli TGI t ransf ormiert . Die 
resultierenden rekombinanten E. coli-Klone enthielten das 
Plasmid pSK380. Ausgehend von pSK 380 wurde durch Verdauung 

30 mit Xhol ein 2,3 kb grofles Insert erhalten, das wiederum in 
pUClS ligiert wurde (pSK230) . E. coli-Klone, die das 
Plasmid pSK 230 enthielten, produzierten erhohte Mengen an 
CPO-F. Dazu wurde E. coli mit dem Plasmid pSK230 fur 24 h 
gezuchtet, die Zellen durch Zentrif ugation geerntet und 
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durch Ul traschaiibehandiung auf geschlossen . Nacn 
.^\iainoniumsuif atf allung ;35 - f5 % Sattigung) wurde die 
Protemlosung langsam auf 55 erhitzt, dann auf Eis 
gekiihlt und ausgef allenes Protein durch Zentr i f ugat ion 
5 entfernt. Anschi leJ^end wurde die Losung auf emen 

Protemgehalt von 5 mg/xl eingesteilt und mit 1/100 Volumen 
emer Tryps mlosung ;10 mg/ml) versetzt und uber Nacht bei 
37 °c mkubiert . Nach Ultrafiltration ; YM3 0-Merr±;ran ) v;urde 
die Protemlosung auf erne ir.xz 10 rriM Natriuinacetat-Puf f er , 
0 pH 5,5, equilibrierte DEAE-Sephacel-Saule (10 ml) 

aufgetragen. Die Elution erfolgte mit emem NaCl-Gradienten 
von 0 - 0,6 M m 10 mM Na t r lumace t a t - Puf f e r ^ cH 5,5 (10 
ml). Die aktiven Fraktionen wurden gesa.Tjnelt und durch 
Ultrafiltration konzentriert . Die Protemlosung wurde dann 
5 auf erne Sephacryl S 300-5aule, equilibriert mit 0,1 M 
Ammoniumacetat , pH 6,8, aufgetragen und fraktioniert. Die 
aktiven Fraktionen werden gesammelt und bei -20 °C 
gelagert . 

Das Sequenzprc tokol 1 zeigt die .^Jnmosauresequenzen der 
Enzyme CPO-P, 3P0-A1, 5P0-A2, CPO-T, CPQ-L und CPO-F. Die 
.Ammosauresequenzen wurden von den nach der 
Kettenabbruchmethode erhaltenen DNA-Sequenzen abgeleitet. 

Sichtbar ist, daf^ die Ariinosauresequenzen der darges tellten 
Enzyme an gleicher Stelle gleiche .Ammosauren. namlich die 
Air.mosauren Serm ;Ser;, Histidm 'His; und Asparagmsaure 
i' Asp • a u f we 1 s e n . D i e s e ?s?i m o s a u r e n c 1 1 d e n c i e k a t a 1 z i s c h e 
Triaoe der Enzyir.e. 



Fig. 1 zeigt ^n Gesamtans ichz 
Struktur ces Enzv^s Ercxpercx 
aureofaciens ATDC 13762, die 
erhalten wurde fHecht et . al, 
532-537 (1994). 



eme creicimensicnale 
icase-A2 aus Streptomyces 
curcn Rent gens truKtur an a 1 ysen 

::ature Strucz. Biol. 1, S, 
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In Fig. 2 ist ein Ausschnitt der dreidimensionalen Struktur 
des Enzyms BPO-A2 dargestellt. Das aktive Zentrum mit der 
katalytischen Triade, bestehend aus Serin (Ser lOlA) , 
Histidin (His 264A) und Aspartat (Asp 235A) , ist deutlich 
5 2U erkennen. Zusatzlich sind in Fig. 2 angegeben: Met 102A, 
Tyr 7 6A und Trp 211A. 



Aus fuhrungsbei spiel 1 

Enzymatische, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung unter 
10 Beteiligung von Chlorperoxidase 

Die Mischung besteht aus 

0^5 mg Chlorperoxidase aus Streptomyces aureofaciens 
Ttl 24 gelost in Wasser 

4 ml 1 M Natriumacetat-Puf f er pK 4,0 und 

15 - 15,7 ul (152 umol) H2C2 (30%ig). 

Vor Reaktion wird die Wasserstof f peroxidlosung getrennt von 
den anderen Komponenren gelagert. Diese Mischung soli 
nachfolgend fur die Oxidation von Thioanisol zum 
enrsprechenden Sulfoxid verwendet werden. 

20 Dazu werden zu 4 ml 1 M Natriumacetat-Puf fer pH 4,0 und 1 
ml 1,4-Dioxan 11,8 ul Thioanisol und 15,7 \xl H2C2 30%ig 
geceben. Dieser Losunc werden 0,5 mg Chlorperoxidase aus 
Streptomyces aureofaciens TU 24 zugefugt und die Reaktion 
fur 78 min bei 22 ""C inkubiert. Als alleiniges Produkt 

25 wurde zu 100 % das Sulfoxid erhalten. 

Aus fuhrungsbei spiel 2 

Enzymatische, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung unter 
Beteiligung von Bromperoxidase 

Die Mischung besteht aus 
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1 ml C, 1 M Na t riumacetat , oK 5,5 
~ lOO pi 0,03 % H202-lo3unq 

C,3 \ig Bromperoxidase aus Streptomyces aureofaciens 
ATCC 107 62. 

5 Bis zur Reaktion wird die Wasserstof f peroxidlbsung getrennt 
von den anderen Mischungs komponent en gelagert. Anhand emer 
Bromierungsreaktion von Monochlordimedonlosung soil die 
Anwendung der vorbenannten Mischung beschrieben werden : 

Dazu weraen zu 1 ml 0,1 M Nacriumacetat pH 5,5 10 pi 4,8 
lU mM Monochlordimedonlosung in Ethanol und 100 pi 0,03 % 
H202-Losung gegeben. Dieser Losung werden 0,3 pg 
Bromperoxidase aus Streptomyces aureofaciens ATCC 10762 
sowie 100 pi 1 M Natriumbromidlosung zugefugt. 

In dieser Losung katalysiert die Bromperoxidase die 
15 Umwandlung von Na triumace t a t m Peressigsaure . Die 
gebildeue Peressigsaure reagiert dann welter mit dem 
NatriumbromiG, Dadurch wird das Bromidion oxidiert und es 
kcmir.t zur vollstandigen Bromierung des emgesetzten 
Monochlordimedons mnerhalb von 10 min. 

2 0 Ausfuhrungsbeispiel 3 

Enzymatisch, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung unter 

Beteiligung von Chlorperoxidase 

Die Miscnung besteht analog Ausfuhrungsbeispiel 2 aus 

1 mi 0,1 M Natriumacetat , pH 5,5 
- 100 pi 0,03 I H202-losung 

0,3 pg Chlorperoxidase aus Pseudomonas pyrrocinia. 

Bis zur Reaktiion werden die Miscnungkcm.ponenr en getrenn:: 
vonemander gelagert, .^Jialog Ausf uhrungsoeispiel 2 wird 
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diese Mischung zur Bronierung einer Monochlordimedoniosun? 
angewandt , 

In der nachf olgenden Tabelle ist die Abhangigkeit der 
bromierenden Aktivitat der Chlorperoxidase aus Pseudomonas 
5 pyrrocinia von der Temperatur aufgefUhrt: 

Tabelle 1 



10 20 
30 
40 
50 
60 



% Aktivitat 

30 
50 
70 
90 
100 
50 



Tabelle 1 zeigt die Enzymaktivi tat uber einen weiten 
Temperaturbereich, wobei bei 40 bis 70 **C gute und bei 
60 ^'C die besten Ergebnisse erzielt warden. 

2 0 Ausfuhrungsbei spiel 4 

Bromierung von Monochlordimedon mit einer enzymatischen, 
aktiven Sauerstoff iiefernden Mischung unrer Verwendung von 
Enzymen unterschiedlicher Herkunft 

Analog Ausf Uhrungsbeispiel 2 wird jeweils eine Mischung aus 
25 - 1 ml 0, 1 M Natriumacetat , pH 5,5 
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100 ui 0,03 - H202-losiir:g unc 

10 mU Enzym CPO-P, Z?0~T, 3P0-A1, 3PO-A2/ CPO-r, 
CPO-L, CPO-S bzw. Ace nerges nei 1 1 , 

Bis 2ur Reaktion wird die Wasserstof fperoxidiosung getrennt 
5 von den anderen Mischungskomponenten gelagert. Anhand emer 
Bromierungsreaktion von Monochlordimedonldsung soli die 
Anwendung der vorbenannten Mischung beschrieben werden: 

Dazu werden zu I ml 0,1 M Na t numace tat pH 5,5 10 yl 4,8 
mM Monochlordimedonlbsung m Ethanol und 100 ul 0,03 % 
10 H202-Lbsung gegeben. Dieser Losung werden 10 mU Enzym sowie 
100 ul 1 M Natriumbromidlbsung zugefugt. 

Anhand der Bromierungsreaktion von Monochlordimedon zu 
Monobrommonochlordimedon wird die Aktivitat der 
enzymatischen Mischung bestimmt. Dabei wird Bromid durch 
15 die enzymatisch gebildete Persaure oxidiert und reagiert 

dann mit dem organischen Substrat Monochlordimedon. Kierbei 
fuhrt ein mol Persaure zur Brcmierung eines mols 
Monochlordimedon. Die Enzyme zeigen nach Herkunft 
unterschiedliche spezif ische Aktivitaten: 



20 Enzym spez. Aktivitat (unit/mg Protein 

CPO-P 63 

CPO-T 9 

BPO-Al 4 5 

BPC-A2 15 

^ ^— ► ^ •^ 

CPC-L 19 

CPO-S 390 

Ace 0,013 
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Ausfiihrungsbei spiel 5 

Verfahren zur Hersteiiung von Peressigsaure 

19 ug Chlorperoxidase werden in 1 ml IM Natriumacetat / pH 
5 4,0 gelost und mit 5 ul 30 % H202-Ii6sung versetzt und fur 
50 min. bei 30 oC inkubiert. Die dabei entstehende 
Peressigsaure wird anhand der Oxidationsreaktion von 
2-Chloranilin zu 2-Ni trochlorbenzol nachgewiesen . 

Nachfolgende Tabellen geben Reaktionsergebnisse bei 
10 unterschiedlichen Mengen der Reaktionspartner Acetat und 
Wasserstof f peroxid wieder. 

Tabelle 2: 

2-Nitrochlorbenzolbildung in Abhangigkeit von 
unterschiedlichen H202-Konzentrationen 



15 



H202-Anteil 



Reaktionsprodukt 



110 mM H2O2 



95 ng 2-Ni trochlorbenzol 



176 mM H2O2 



160 ng 2-Ni trochlorbenzol 



20 



22 0 mM H2O2 



200 ng 2-Ni trochlorbenzol 



330 mM H2O2 



230 ng 2-Ni trochlorbenzol 



44 0 mM H2O2 



240 ng 2-Ni trochlorbenzol 
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Taoei le 3 : 

2-Nit:rochiorbenzcici:clur.g m AbhangigKeir von 
unterschiedlichen Acerat konzentrat lonen 



5 Acetat-Konzentration 



Reakt ionsprodukt 



10 



20 mM Acetat 



100 mM Acetat 



:0C rruM Acetat 



500 mM Acetat 



1000 mM Acetat 



30 ng 2-Ni trochlorbenzci 
120 ng 2-Nitrochlorbenzol 
180 ng 2-Ni trcchiorbenzol 
240 ng 2-Nitrochlorbenzol 
240 ng 2~Ni trochlorbenzci 



Die oben aufgefuhrten Tabellen zeigen eine Abhangigkeit 
15 sowohl von der Konzen t rat ion von Wasserstof f peroxid als 
auch von Acetat. Ace t a tgehal te bis zu 500 mM fuhren zu 
erhchter Persaureprodukt ion . 
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Patencanspruche 

1. Enzymatische, aktiven Sauerstoff biidende Mischung in 
trockener oder flussiger Form, 

dadurch gekennzeichnet , 
5 dafi die Mischung aus 

Oxidoreduktase rr.it einer a/p-Hydrolase-Fal tung 
und einer katalytischen Triade aus den 
Aminosauren Serin, Histidin und Asparaginsaure, 
einer Peroxidquelle und 
10 - einer organischen Saure oder derem Salz besteht, 

und in wassriger Lbsung angewandt wird. 

2. Mischung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 
daB die Mischung aus 

in Wasser geldster Oxidoreduktase mit einer a/p- 
Hydrolase-Fal tung und einer katalytischen Triade 
aus den Aminosauren Serin, Histidin und 
Asparaginsaure, 
Peroxidlbsung 

einer wassrigen Losung einer organischen Saure 
Oder derem Salz besteht, 

wobei bis zur Anwendung dieser Mischung die 
Peroxidlbsung getrennt von den anderen Komponenten 
aufbewahrt wird. 

Mischung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi) ais Oxidoreduktase bakterielie Nicht-Ham- 
Haloperoxidase, als organische Saure Essigsaure oder 
Propionsaure oder Milchsaure oder deren Salze und als 
Peroxidquelle Wasserstof f peroxid oder Natr iumperborat 
eingesetzt we r den . 



15 



20 



25 3, 



30 
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4. Mischung nach .-nsprucr. 3, 
dadurch gekennzeicnnec , 

dali ais bakterielle Nicht-Hair.-Haloperoxidase 
Chlorperoxidase oder Bromperoxidase eingesetzt werden 

5 5. Mischung nach einem der AnsprUche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichne t , 

daii der Anteil Oxidoreduk tase pro C,15 bis 50 umoi 
Wasserstof f peroxid und pro 100 umoi Saure oder deren 
Salz 8 bis 16 mU betragt . 

0 6. Mischung nach emem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichner , 

daJi der Anteil Oxidoreduk tase bei Einsatz von 
Natriumperborat 8 bis 16 mU pro 0,15 bis 50 umoi m 
Losung f reigeset ztem Wasserstof fperoxid betragt. 

5 7. Verfahren zur Hersteliung von organischen Persauren, 
dadurch gekennzeichnet , 

da5 in Anwesenheit von Oxidoreduktase mit einer a/p- 
Hydrolase-Fal tung und emer katalytischen Triade aus 
den Aminosauren Serin, Histidin und Asparagmsaure un 
0 Wasserstof fperoxid oder Peroxidverbmdungen organiser. 

Sauren oder deren Saizen m wassriger Losung bei eine. 
pH-Wert von 3,5 bis 6,0 und bei Teir.pera turen zwischer. 
15 und 80 °C zu organischen Persauren umgewandei t 
werden . 

5 6. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi ais Oxidoreduktase baKterieile Nicht-Ham- 
Halopercxidase, ais Perox idverbmaung Nar r lumperborai 
und ais organiscne Saure Essigsaure oder Propionsaure 
C oder Milchsaure oder deren Salze eingesetzt werden. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet , 

dali ais bakterielle Nicht-Ham-Haloperoxidase 
Chlorperoxidase oder Bromperoxidase eingesetzt werden. 

5 10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafl pro 0,15 bis 50 umol Wasserstof fperoxid und pro 100 
pmol Saure oder Salz 8 bis 16 mU Nicht-Ham- 
Haloperoxidase eingesetzt werden. 

10 11. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet , 

daii bei Einsatz von Natriumperborat 8 bis 16 mU 

Oxidoreduktase pro 0, 15 bis 50 pinol in Losung 

f reigesetztein Wasserstof fperoxid eingesetzt werden. 
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(57) Abstract 

Enzymatic, active oxygen-releasing mixtures may be used as oxidising agents for preparing chemical compounds and in bleaching, 
washing, cleaning and disinfecting agents. According to the invention the mixture contains oxidoreductase with an a/^ -hydrolase fold and 
a catalytic triad consisting of aminoacids serine, histidine and aspardc acid, a peroxide source, and an aqueous solution of an organic acid 
or its salt. In order to produce organic peracids, organic acids or their salts in an aqueous solution are converted into organic peracids in 
the presence of oxidoreductase with an a/^ -hydrolase fold and a cataJytic triad consisting of aminoacids serine, histidine and aspartc acid, 
and hydrogen peroxide or peroxide compounds, at a pH value from 3J to 6.0 and temperatures from 15 to 80 'C. 



Enzymadschc, aktivcn Sauentoff licfenulc Mischungen kOnnen Anwendung ais Oxidadoosmioel rur HcratcUung chemischer 
Vertnndungen sowic in Bleich-, Wasch-, Reinigungs- und Dcsinfclctionsmittein findcn- ErfindungsgemflB bestcht die Mischung aus 
Oxidoreduktasc mix ciner a/^-Hydrolasc-Faltung und ciner katalytischcn Triade aus den Aminosfluren Serin, Hisddin und Asparagins&ire, 
cincr PcroxidqucUc. ciner wafirigen LOsung ciner organischcn Sflure odcr deien Salz. Die Heretellung organischer Pcrsfluren erfolgi 
erfindungsgemflS derait, daB in Anwcscnheit von Oxidorcduktase mix ciner a/^-Hydrolase-Faltung und ciner katalytiscben Triade aus den 
Aminos&iien Serin. Hlstidin und Asparaginsflure und Wasscrstoffpcroxid odcr Peroxidvcrbindungcn organischc Sauren oder deren Salze in 
wftBrigcr LGsung bci einem pH-Wcrt von 3,5 bis 6.0 und bei Tcmperaturen zwischen 15 und 80 zu organischcn Persfturen umgewandcit 
werden. 
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